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Determination of steroid hormones in wild bighorn sheep feces cimarron
(Ovis canadensis Shaw) in Baja California Mexico
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ABSTRACT

Objective: Determine steroid hormones in wild bighorn sheep feces cimarron (Ovis canadensis) using a non-invasive
method.

Design/methodology/approach: Progestogens, androgens and estradiol were measured in the feces of wild bighorn
sheep living in the Sierra San Felipe mountains in Baja California in the winter, spring and summer of 2007. The steroids
were quantified by immunoassay, carried out in a microtiter plate.

Results: The hormonal profile showed that 96 samples were feces from males and 65 from females. The concentration
of progestogens in feces of females varied by season, with the highest concentrations in spring (280 ng/g). The
concentrations of progestogens and estrogens in females increased as environmental conditions improved from winter
to spring, coinciding with the increase in androgens in males, which averaged 23.78 ng/g.

Limitations/implications of the study: With this method it was not possible to identify the sex of samples from juvenile
individuals. Itis recommended that fresh stool samples be analyzed in order to relate hormone concentrations to seasonal
reproductive events.

Findings/conclusions: The springtime increase in progestogen and estrogen concentrations in the feces of females and
of androgens in males suggests the initiation of reproductive activity. The concentrations of these hormones in both

sexes during the summer are very low (<5 ng/g), which suggests low reproductive activity.
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RESUMEN

Objetivo: Determinar hormonas esteroides en heces de borrego
cimarron silvestre cimarrén (Ovis canadensis) mediante un método no
invasivo.

Disefio/metodologia/enfoque: En este estudio se evaluaron
progestagenos, androgenos y estradiol en heces de borrego cimarron
silvestres que habitan en la Sierra San Felipe en Baja California, durante
la primavera, invierno y verano del afio 2007. Los esteroides se
cuantificaron mediante inmuno ensayo enzimatico y la cuantificacion
se realizd en una placa de micro titulacion.

Resultados: Con el perfil hormonal se identificd que 96 eran heces
provenientes de machos y 65 de hembras. La concentracion de
progestagenos en las heces de hembras varid entre las estaciones
del afio, registrandose en primavera la concentracion mas alta (280
ng/g). Las concentraciones de progestdgenos y estrogenos en las
hembras aumentaron a medida que las condiciones ambientales
mejoraron desde el invierno hasta la primavera, coincidiendo con
el aumento de androgenos en los machos a una concentracion
promedio de 23.78 ng/g.

Limitaciones en el estudio/implicaciones: Con este método no fue
posible asignar el sexo de las muestras provenientes de individuos
juveniles. Se recomienda analizar muestras de heces frescas para
relacionar las concentraciones de hormonas con eventos reproductivos
estacionales.

Hallazgos/conclusiones: El aumento de las concentraciones de
progestagenos y estrogenos en las heces de las hembras y los
andrégenos en los machos en la primavera sugiere el inicio de la
actividad reproductiva. Las concentraciones de estas hormonas en
ambos sexos durante el verano son muy bajas (<5 ng/g), lo que sugiere

actividad reproductiva baja.

Palabras clave: ensayo inmunoenzimatico, Ovis canadensis, perfil

hormonal, reproduccion.

INTRODUCCION

! de hormonas esteroides sexuales en heces fe-
El a n a llS | S cales es una herramienta util para la determi-
nacion del sexo en especies que no presentan dimorfismo sexual y donde
el estudio de la fisiologia reproductiva no requiere un contacto directo con
el organismo (Soto et al., 2004). La relevancia de este método "no invasivo’,
incide en la nula manipulacion del individuo, evitando asi algun estrés pro-
vocado por el incremento de niveles de glucocorticoides (Schwarzenberger,
2007). El conocimiento de los niveles hormonales en animales silvestres ayu-
da a conocer los factores que determinan la organizacion social y los siste-

mas de apareamiento (Schakleton, 1991).

Los ungulados silvestres son buenos modelos de estudio por su longevidad
y su amplia variedad de sistemas de reproduccion, lo cual permiten explicar
como la variacion hormonal puede afectar sus comportamientos, donde el
acceso a hembras receptivas es determinado por un estatus social, que nor-

44 | INL AGRR

malmente es precedido por comba-
tes o conductas pre-cortejo (McElLli-
gott et al., 2001).

Los borregos cimarrones tienen un
sistema de reproduccion de tipo po-
liginico, un alto dimorfismo sexual,
normalmente estan segregados
sexualmente, con excepcion de la
época de cortejo o ruta. Estos com-
portamientos, que se relacionan
con su distribucion espacio-tempo-
ral, pueden ser explicados mediante
el analisis hormonal y relacionarlo
con las conductas de los borregos
cimarrones observadas en campo
(Martinez vy Ayala, 2007).

Sin embargo, pocos trabajos de
aspectos reproductivos por me-
todos indirectos se han realiza-
do con el borrego cimarrén (Ovis
canadensis) en vida libre, por lo que
el objetivo de esta investigacion fue
cuantificar androgenos, proges-
tdgenos y estradiol contenidos en
heces fecales, para posteriormente
realizar un sexado de las muestras
y comparar los perfiles hormonales
de machos y hembras con la tem-
poralidad del afio.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en la
Sierra San Felipe, la cual se localiza
dentro de la ecorregion desierto del
Alto Golfo en Baja California (Figura
1). El clima es seco con lluvias en
verano e invierno. Las temperaturas
maximas se registran en el verano
y llegan a alcanzar los 50 °C (SMN,
2010). La vegetacion en la sierra es
matorral xerofilo y las especies do-
minantes son: Ambrosia dumosa,

Ditaxis lanciolata, Fouquieria
splendens, Yucca shidigera,
Pachycereus  pringlei Encelia

farinosa, Cercidium microphyllum,
Psorothamnus spinosus (Delgadi-
llo, 1998).
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Cuantificacion de hormonas esteroides

Se realizo la extraccion total de esteroides (ETE),
progestagenos (progesterona-P4), estrogenos
(estradiol-E2) y androgenos (testosterona-T)
con éter dietilico. Posteriormente se cuantifica-
ron dichos esteroides con la técnica de inmu-
noensayo enzimatico (EIA), utilizando kits de
Diagnostic, Inc®, Webster, Texas. Se determind
la concentracion de cada hormona en un es-
pectrofotocolorimetro (Microplate Reader, MR
600, Dynatech Product®).

Con los resultados de las concentraciones se
determino el sexo de cada muestra, a partir de
la relacion diferencial entre las hormonas es-
teroides sexuales (HES); la premisa antes men-

cionada se basa en la hipotesis hormonal de la
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Figura 1. Localidades de estudio en la Sierra San Felipe, Baja California, México.

Se seleccionaron dos sitios de estudio, Cafion El Moreno
y Las Minitas, que se caracterizan por tener los registros
mas numerosos de borregos cimarrones para la Sierra
San Felipe (Lee et al., 2012) (Figura 1). Para la colecta de
las muestras fecales se realizaron recorridos a pie en tres
estaciones del afio: primavera, verano e invierno del afio
2007 para las dos localidades. Los recorridos consistie-
ron en una busqueda exhaustiva de heces fecales de bo-
rrego cimarron, comenzando de las partes mas bajas de
la sierra en los 500 m y terminando en los 1,200 m. De
cada muestra localizada se estimo la antiguedad por su
color y consistencia; heces con color café oscuroy con-
sistencia blanda se consideraban recientes (menor a un
mes) y se colectaban en una bolsa de papel estraza para
su transporte al laboratorio. Cada muestra fue georefe-
renciada con un GPS Garmin y Datum WGS84.
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Figura 2. L as flechas hacia abajo indican una menor concentracion y las flechas
hacia arriba lo contrario. Testosterona (T), Estradiol (E2), Progesterona (P4).

diferenciacion sexual, es decir, en los machos
hay mayor produccion de androgenos —testos-
terona—, que de estrogenos —estradiol—, mien-
tras que en las hembras es lo contrario (Bishop
y Hall, 1991; Salame-Méndez vy Villalpando-Fie-
rro, 1998) (Figura 2). Para determinar si hay diferencias
significativas entre la concentracion de HES y la estacion
del afo, se realizd un andlisis de varianza de una via en el
programa R Statistics.

RESULTADOS

Un total de 196 muestras fueron recolectadas. Se encon-
tréd que 96 correspondian a machos, 65 a hembras, y 35
Nno presentaron una diferenciacion de concentraciones
de androgenos y estrogenos, por tanto, no se les asigno
sexo y todas estas heces tuvieron un tamafio pequefio
(volumen <0.7621 cm?), posiblemente estas heces co-
rresponden a corderos.

Los resultados del ANOVA, en las muestras identificadas
como machos, muestran que la concentracion de an-
drogenos fue diferente estadisticamente entre
las estaciones del afio (F=12.60, p<0.05), en-
contrando un aumento de androgenos paula-
tinamente a través de las estaciones. En vera-
Nno se registraron las menores concentraciones
promedio (5.84 ng/q), seguidas de las muestras
de primavera (12.68 ng/g), y la mayor concen-
tracion se tuvo durante el invierno (23.78 ng/g).
La concentracion de progestagenos siguiod una
tendencia similar, en otofio se obtuvo la me-
nor concentracion (29.36 ng/g), en primavera
la mayor concentracion (316.30 ng/g) que se
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redujo durante el invierno (130.39
ng/q) (Figura 3).

En las muestras identificadas como
de hembras, las concentraciones de
progestagenos variaron significa-
tivamente entre las estaciones del
ano (F=38.1, p<0.05), las concen-
traciones mas bajas de progestage-
nos fueron en el verano (37.16 ng/qg)
y la mayor concentracion fue en la
primavera (276.96 ng/r). Respecto a
la concentracion de estrogenos, no
se encontraron diferencias signifi-
cativas entre las estaciones del afio
(F=2.98, p>0.05); con concentra-
ciones bajas en el verano (0.14 ng/qg)
y altas en el invierno (1.59 ng/g) (Fi-
gura 4).

DISCUSION

Los resultados de esta investigacion
indican que la comparacion diferen-
cial de HES (androgenos, proges-
tdgenos y estrogenos), es util para
asignar el sexo en muestras fecales
de género desconocido, como fue
el caso del borrego cimarron. Sin
embargo, esté metodo puede ser
cuestionado, ya que la concentra-
cion de dichas hormonas estad en
funcion de las condiciones ambien-
tales y el alimento que consumen
los organismos, lo cual puede in-
currir en errores de interpretacion
cuando se asigna el sexo principal-
mente en corderos y afieros, indivi-
duos que estan en desarrollo y no es
claro asignar un sexo (Soto-Mendo-
za, 2006; Valdespino et al., 2007). La
concentracion de HES siguid un pa-
tron estacional en ambos sexos, en
el verano la concentracion hormo-
nal fue baja (Figuras 3y 4), lo cual
posiblemente esté relacionado con
las condiciones de estiaje y por tan-
to la actividad reproductiva puede
estar en latencia. Resultados simi-
lares reportaron Rubin et al. (2000)
para poblaciones de borregos cima-
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Figura 3. Resultados de las concentraciones de HES en heces identificadas como prove-
nientes de machos de borrego cimarron de sierra San Felipe, Baja California.

rrones en los desiertos de California. Se sabe que en mamiferos poliginicos,
los niveles de testosterona estan correlacionados con el desarrollo de masa
muscular y esquelética, y comportamientos agresivos previo al cortejo (Sa-
polsky, 1993). En el borrego cimarron se ha documento que los niveles de
testosterona tienen un patron estacional relacionado con el establecimiento
de la estructura social previo al periodo de apareamiento (Geist, 1971). Por
ejemplo, Pelletier et al. (2003) reportaron que durante el otofio, los niveles
de testosterona en borregos cimarrones machos que habitan en Alberta, Ca-
nada son mas altos (60 ng/q), y se relaciond con un aumento de conductas
agresivas de los machos previo al apareamiento. Los hallazgos de este estu-
dio indicarian que es durante el invierno cuando los niveles de testosterona
son mas altos y por lo que se esperarian conductas precortejo durante esta
estacion (Figura 5).

Las concentraciones de estradiol y progesterona encontradas en hembras
sugieren gue los eventos de apareamiento, gestacion y lactancia ocurriran
entre el invierno y la primavera. Lo anterior se corrobord con la observa-
cion de grupos de hembras con afleros (Figura 6), resultados que también
obtuvieron Borjesson et al. (1996) y Schoenecker et al. (2004), en borregos
cimarrones silvestres.

También se observd un aumento similar de las concentraciones de proges-
terona y estrogenos en la estacion de invierno, lo cual es importante en los
borregos silvestres para la expresion de conductas de estro (Soto, 2006). Du-
rante el verano se encontrd que la produccion de las HES es muy baja, prin-
cipalmente estradiol con concentraciones menores a 0.1 ng/g, las cuales son
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Figura 4. Resultados de las concentraciones de HES en heces identificadas como prove-
nientes de hembras de borrego cimarron de sierra San Felipe, Baja California.
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Figura 5. Machos adultos realizando conductas de Flehmen que indica
la deteccion de hembras receptivas en el sitio (Fotografia: Jonathan
Escobar-Flores)

similares a las encontradas por Soto (2006), en borregos
cimarrones en cautiverio y concluye que las hembras se
encuentran en anestro.

CONCLUSIONES
[ monitoreo "no invasivo’, por medio de la cuan-
tificacion de hormonas sexuales a partir de heces
es util para identificar los eventos reproductivos
en el borrego cimarron, a un menor costo que
los métodos de manipulacion directa. Sin embargo, no
se recomienda para determinar el sexo en organismos
menores a un afo, ya que no es clara la diferenciacion
entre androgenos y estrogenos. Los resultados de este
trabajo representan un acercamiento en la fisiologia re-
productiva del borrego cimarron que se distribuye en
vida libre, y su potencial uso se relaciona con la ubica-
cion de sitios de nacimientos y crianza, que son vitales
para la conservacion de esta especie. Se recomienda el
uso de este método en sitios donde es dificil la observa-
cion de borregos cimarrones y se desconocen sus even-
tos reproductivos.
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